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一方,コ レステロールから胆汁酸合成の異化代謝は,最 初の反応であるコレステロール7α 一水酸化酵
素による水酸化が律速段階とされている。すなわち,腸 肝循環により再吸収された胆汁酸によってこの酵
素が制御を受ける。高脂血症治療薬として知 られているコレスチラミンは,こ の腸肝循環を破綻させるこ
とにより,胆 汁酸生合成量を増大させ,そ の結果,血 中コレステロールを低下させる。
これ ら高脂血症治療薬の開発にはコレステロールを中心とするその生合成及び異化代謝系関連化合物の
信頼度の高い測定法が不可欠となる。すでに放射性酢酸を用いるコレステロール生合成中間体の測定法及
びガスクロマ トグラフィー/マ ススペク トロメ トリー(GC/MS)を 用いる肝組織中7α 一ヒ ドロキシコレ
ステロール(7-HC)の 測定法が報告されている、。しかしながら血液試料を用いて体内動態を解析 し,薬 物
と薬理効果 との関連を証明するには十分な方法とは言い難い。
一方,近 年,癌 遺伝子産物Rasが ステロール生合成中間体 由来のプレニル基により修飾されることが明
らかにな り,コ レステロール生合成の中間体 と細胞の増殖,発 癌シグナル伝達との関連か らプ レニル基の
ドナーとなるファルネシルピロリン酸(FPP)に 興味がもたれている。 このためコレステロール生合成中
間体としてMVAの みならずFPPの 血中レベルの測定法も強く望まれている。
以上のような背景か ら,本 研究では血中MVA,FPP及 び7-HCの 新規測定法を開発すると同時にイタ
に用い,体 内動態解析への応用を行った。
血漿中MVAの 測定
第1章 では,MVAの3,5一 シスジオール及びβ一hydroxyacid構 造に着巨し,固 相上にこれらの構造と
選択的に環状ボロネー トを形成するフェニルボロン酸(PBA)を 配 した 戸BA固 相による抽出法を設定し1
選択的なMVA抽 出を可能とした。さらに選択的かつ高感度検出を可能とする負イオン検出化学イオン化
(NICI)一MS用 誘導体としてMVAの カルボキシル部位 をペンタフルオロベンジル(PFB)化,3,5一 ジオー
ル部位をボ ロネー ト化す るGC/MS用 誘導体法を設定し,そ れ らを組み合わせた新規高感度分析法を開発
した。
血漿中FPPの 測定
第2章 では,新 規血漿中FPP測 定法の開発を企図した。血漿中アルカリフォスファターゼによりFPP




第3章 では,7-HCの ステロイ ド核上の3,7位 の両水酸基にクマ リン骨格をもつ発蛍光団を定量的に2個
導入することを試み,蛍 光検出による高感度な血漿中7-HCの 測定法を開発した。
さらに第4章 では第1章 か ら第3章 までの測定法を用いて実試料に応用 し,以 下のような成果を得た。
血漿中MVA,FPP及 び7-HC体 内動態の測定
MVA:血 中MVAの 日内 リズム及びそれに影響する因子について,す でにヒト及びゲッ歯類で報告 され
ているが,イ ヌにおいてはいまだ検討されていない。そ こで第1章 で開発 した測定法を食事の有無におけ
るイヌ血中MVAの 日内レベル変動の測定に応用 した。雌雄各3頭 計6頭 のイヌを用い,絶 食と摂食(午
前9時 一10時)の2条 件においてクロスオーバ「実験を行った。その結果,実 験開始の時点では絶食群 と
摂食群の問にMVAレ ベルの差は認められなかったものの,摂 食終了か ら6時 間後には摂食群のレベルは
初期値の約2倍 とな り,24時 間後には再び初期値レベルまで戻った。 これに対 し絶食群はそのまま初期値
レベルを維持していた。
この結果は,1)食 後に血中MVAレ ベルは上昇する,2)絶 食により,リ ズムがなくなるということ
を示 してお り,先 に報告されているヒト及びラットの場合 とほぼ一致 した結果を示した。
FPP:ま ず,第2章 で開発した測定法を用い,イ ヌ及びヒ トにおける食事前の血漿中FPPレ ベルを測定
し,そ れ らのレベルを初めて明らかにした。次いでMVAの 場合 と同様,本 定量法を食事の有無における
イヌ血中FPP日 内レベル変動の測定に応用した。雌雄各3頭 計6頭 のイヌを用い,絶 食と摂食(午 前9
時一10時)の2条 件のクロスオーバー実験を行った。その結果,摂 食終了か ら6時 間後には摂食群のレベ
ルは初期値の約2.7倍 となった。一方,絶 食群はほとんど初期値 レベルを保持 していた。
この結果により,血 漿中ではFPPレ ベルがMVAレ ベル とパラレルに変動することが初めて明らかと
な り,血 漿中FPPが コレステロール生合成系の新しい指標 とな りうることを示 したといえる。次にヒト
血漿中FPPリ ズム変動の測定を行った。さらには健常人男性6人 について朝食摂食群(n=3)と 絶食群
(n=3)に おける血漿中FPPの 日内変動を追加 した。 しかしながら,朝 食の有無における顕著な差は認
められなかった。
7-HC:第3章 で開発 した測 定法をコ レスチ ラミン投与時のイヌ血漿 中の7-HCレ ベルの測定に応用 した。
コ レスチ ラ ミ.ンを、1g/kg/dayで28日 間連 続で経 口投与を行 った。その結果,コ ン トロール群 は実験 を行 っ
た35臼 間 を とお して ほぼ一定 の値 を示 したのに対 し,コ レスチラ ミン投 与群 は投与期 間中,コ ン トロール
群 に比 し,約2倍 の上昇が認 め られた。 この値 は既報 にお ける ヒ トの場 合 と比較 して小さい。上昇 して い





分 も多い。今回,開 発した分析法は,こ れ らの機構の解明並びに新規薬物の開発に大いに役立つことが期
待される。
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審 査 結 果 の 要 旨
今日,コ レステロール生合成及び異化代謝系酵素を標的とする高脂血症治療薬の開発が盛んに行われて
いる。これ らは,そ の作用様式から大きくHMG-CoA還 元酵素の阻害と,コ レステロール7α 一水酸化酵
素の活性元進の2つ のグループに分けられる。一方,コ レステロール生合成中間体であるfarnesylpyro-
phosphate(FPP)は,ユ ビキノンなどの生合成の重要な鍵化合物であり,高 脂血症治療薬による副作用
発現 とも関わる。 このため,有 効性と安全性に優れる治療薬を開発する上でHMG-CoA還 元酵素,及 び





かも開環型 とラク トン型をとる。 こうした物性に着 目し,特 異的誘導体化とクリーン ・アップ法とを組み
合わせ,負 イオン検出ガスクロマ トグラフィー/化 学イオン化マススペクトロメ トリーによる高感度測定
法を構築 した。
FPPは,極 めて水溶性に富み,し かも各種検出器に高感度に応答する官能基を持っていない。そこで リ
ン酸基が1級 水酸基に結合していることに注 目し,酵 素的水解による遊離型への変換,及 び1級 水酸基6
選択的蛍光誘導体化法を組み合わせた高速液体クロマ トグラフ的測定法を設定した。
7-HCは,ス テロイ ド核上に2個 の水酸基を持つが,両 者の立体的環境が異な り,反 応性にも差がある。
そこで比較的分子サイズの小さい水酸基用蛍光誘導体化剤を用いるベル化法を工夫し,高 速液体 クロマ ト
グラフィーによる高感度測定を開発 した。
最後にこれら測定法を薬物投与時の実試料に適用した。その結果犬においてもヒ トと同様血中MVAの
日内リズムがあること,FPPの 血中レベルはMVAの それ とパラレルに変動 し,コ レステロール生合成
系の指標とな りうること,さ らに7-HCの 血中レベルのモニタリングが,同 様に治療薬開発に有用な情報
を提供することを明らかにした。
以上,本 研究は,高 脂血症治療薬開発に不可欠なコレステロール生合成及び異化代謝関連化合物の高感
度測定を開発し,そ の有用性を証明したものであり,博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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